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Summary 
This study exam即 I口I問 dthe effect of c∞onditio日edmec¥.必ium(CM) of porci配 ov凶
the char acte白n路sticsof early development promoting factor in CM. The CM improved the early develop-
ment of porcine IVF embryos as wel as the co-culture with oviductal epithelial cells. After the treat-
ment with milipore filter， the development-promoting activity in CM were decreased the rate of develop 
ment for al stages. Freezing of CM at -80.C for 1 hour did not deteriorate its efficiency. The embryot 
rophic activity was stable upon heating at 56.C whereas activity was reduced by heating at 80.C . By 
pronase digestion of CM， activity was reduced significantly (p (0.05). These results suggest that the ex-
amined characteristics of the factor are compatible with peptide， protein or glycoprotein. 




















は，修正 TCM199で約 1.5mlになるよ うに希釈し 5
分間静置した後，培養皿の底面に広げた 2mlの修正
TCM199で0.5mlの細胞豚濁液をばらまきミネラルオ
イルで覆い，5%炭酸ガス， 95%空気の気相下， 38.5"C 
で 5-7日間培養し，単層を形成させた.培養上清























みで培養)における 2細胞 4細胞 8細胞， 16細胞，
桑実匹および匹盤胞への発生率は，それぞれ40.4，























Table 1. Developmental rate of porcine IVM/IVF embryos co-cultured or cultured in 
conditioned medium with the epithelial cels from porcine oviducts. 
Culture No. of embryos No. (%) of embryos developed to 
condition cultured 2-cel 4-cel 8-cel 16-cel Morula Blastocyst 
Co-culture 109 
58a• 48a 41a 33a 25a 18a 
(53.2) (44.0) (37.6) (30.3) (25.7) (16.5) 
Conditioned 
119 
66a 55" 42a 35" 27" 17a 
medium (55.5) (46.2) (35.3) (29.4) (22.7) (14.3) 
Control 156 
63b 53b 35b 24b 15b 8b 
(40.4) (34.0) (22.4) (15.4) ( 9.6) ( 5.1) 
• Values with differeot superscripts in the same column are significantly different (p< 0.05) 
Table 2. Effect of filtration of conditioned medium (CM) w拙 ovid凶uctalep抽 eli悶a
cels 00 t出hedevelopmer日ltof porcin巴IVM/ぺIVFembryos. 
Culture No. of embryos No. (%) of embryos developed to 
condition cultured 2-cel 4-cel 8-cell 16-cel Morula Blastocyst 
CM 163 
86"・ 73" 55a 44" 33" 19a 
(52.8) (44.8) (33.7) (27.0) (20.2) (11.7) 
Filtered 65ab 59"b 43a b 34"b 24"b 14"b 
CM 
154 (42.2) (38.3) (27.9) (22.1) (15.6) ( 9.1) 
Control 154 
62b 52b 36b 26b 16b 7b 
(40.3) (33.8) (23.4) (16.9) (10.9) ( 4.5) 
• Values with different superscripts in the same columo are significantly different (p < 0.05). 
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と，その活性が著しく低下することを報告している.こ て調べた結果を Table4に示した. CMを56.Cで 1時間
のことから，ブタ CM中の発生促進因子も膜吸着性を持 加熱処理した場合，体外受精卵の発生率は，全ての発生
つ物質を含む可能性が示唆された. 段階において無処理の CMを用いた区と有意差は認めら
凍結 ・融解した CM中の発生促進因子の活性について れなかった.しかし， 80.Cで3分間処理した場合に 8細
検討した結果を Table3に示した.凍結・融解した CM 胞期から桑実匹期では無処理の CMと比べて有意に発生
で培養した体外受精卵は，匪盤胞に10.3%が発生し，無 率の低下が認められた.また，JlI盤胞期では有意差は認
処理の CMで培養した区の発生率との聞に有意差は認め められなかったものの，無処理の CMを用いた区の発生
られず，対照区の発生率と比較して有意に高い結果と 率12.7%に対し，5.8%と低い発生率を示した.この結
なった (p<0.05). このことから CMの凍結・融解処理 果より， CM中の発生促進因子は， 56.Cでは失活しない
は佐の発生促進国子に影響しないことが明らかになっ が， 80.Cでは活性を失うことが明らかになり，この因子
た. Eyestoneら9)は，ウシ卵管上皮細胞由来の CMにお は無機塩類あるいはグルコースなどの糖類ではないこと
いて，一20.Cで凍結・融解しでも発生促進因子の活性は を示唆している.
低下せず，さらにー70.Cでは数週間の凍結保存後も活性 次に， CM中の発生促進因子に及ぼす非特異的タンパ
を維持することを報告している.これらのことは， CM ク質分解酵素の Pronaseの影響について検討した結果
中の発生促進因子は凍結に対して安定性を持っているい をTable5に示した.Pronaseで処理した CMを用いて
ることを示しており， CMを一度に大量採取し，凍結保 培養した脹は，全ての発生段階において，未処理の CM
存することが可能であることが明らかになった. で培養した区と比較して，有意に発生率が低下した (p
CM中の発生促進因子に及ぼす加熱処理の影響につい ・<0.05). この時 Pronas巴処理区と対照区との聞には目玉
Table 3. Effect of freezing of conditio町 d町 d山 n(CM) w出 ovid¥川 alep凶 elialcells 
on the development of porcine IVM/IVF embryos. 
Culture No. of embryos No. (%) of embryos developed to 
condition cultured 2-cel 4-cel 8-cel 16-cell Morula Blastocyst 
CM 107 
55a • 47 36 30a 22a 13a 
(5l.4) (43.9) (33.6) (28.0) (20.6) (12.1) 
Frozen-thawed 
116 
59a 49 36 29ab 21 ab 15ab 
CM (50.9) (42.2) (31.0) (25.0) (18.1) (10.3) 
Control 118 
44b 38 27 19b 12b 6b 
(37.3) (32.2) (22.9) (16.1) (10.2) ( 5.1) 
事 Valuesw抽出fferentsuperscripts in the same column are significa凶 ydifferent(p<0.05). 
Table 4. Effect of heat treatments (80"C for 3 min. or 56.C for 1 hour) of conditioned 
medium (CM) with ov油川alepithelial cells on the development of porcine 
IVM/IVF embryos. 
Culture No. of embryos No. (%) of embryos developed to 
conditio日 cultured 2-cell 4-cell 8-cell 16-cel Morula Blastocyst 
CM 126 
67a • 57a 44a 35a 27a 16a 
(53.2) (45.3) (34.9) (27.8) (21.4) (12.7) 
56.C heated 
115 
58ab 50a 38a 28ab 20ab 12a 
CM (50.4) (43.5) (33.0) (24.3) (17.4) (10.4) 
80"C heated 
104 
43ab 36ab 22b 15bc 10bc 6ab 
CM (41.3) (34.6) (21.1) (14.4) ( 9.6) ( 5.8) 
Control 131 
51b 40b 24b 17C 10C 4b 
(38.9) (30.5) (18.3) (13.0) ( 7.6) ( 3.1) 
• Values with different superscr叩tsin the same column are significa凶 ydifferent (p < 0.05). 
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Table. 5 Effect of the addition of 100μg/ml pronase to the conditioned medium (CM) 
with oviductal epithelial cells on the development of porcine IVM/IVF 
embryos. 
Culture No. of embryos No. (%) of embryos developed to 
condition cultured 2-cel 4-cel 8-cell 16-cel Morula Blastocyst 
126 
67a • 57" 44a 35" 27" 16a 
CM (53.2) (45.3) (34.9) (27.8) (21.4) (12.7) 
CM 42b 34b 22b 15b 9b 4b 
+Pronase 
121 
(34.7) (28.1) (18.2) (12.4) ( 7.4) ( 3.3) 
51b 40b 24b 17b 10b 4b 
Control 131 (38.9) (30.5) (18.3) (13.0) ( 7.6) ( 3.1) 
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